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ABSTRACT 
Bacteria contamination is an important factor of decline in milt quality and creates a 
concern in biological safety of cryopreserved sperm. Bacterial contamination can occur in every step 
of cryopreservation processes, particularly, during milt collection. Most contaminated bacteria usually 
originate from culture water, anal fins, and fecal and urine mixtures. Implementation of a standard 
sanitation protocol required for minimal bacterial contamination in laboratory is capable of 
decreasing degree of contamination. Moreover, rinsing urogenital aperture with sterile water and 
drying urogenital opening prior to milt collection using a catheter, and no use of milt with fecal and 
urine mixture can dramatically reduce the number and type of bacterial contaminants in cryostored 
milt. Application of 0.25% penicillin-streptomycin mixture is also an alternative technique for 
minimizing bacteria contaminants in cryopreserved milt without negative effect on sperm quality and 
fertilization success. However, some pathogenic bacteria e.g. Aeromonas hydrophila subsp. 
hydrophila and Pseudomonas fluorescens still remain due to their resistance to these mixed 
antibiotics and they can be transferred from cryostored milt to artificially inseminated embryos of 
silver barb. Therefore, development of effective novel technology for decontamination of pathogenic 
bacteria in cryostored milt without detrimental effect on fish sperm should be further established. 
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บทนํา   
ปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) เปนปลานํ้าจืดชนิดหน่ึงท่ีมีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจของประเทศไทย ในป พ.ศ. 2559 มีการเพาะเลีย้งและจับปลาตะเพียนขาวในประเทศไทยท้ังหมด 
40,900 ตัน คิดเปนมูลคาท้ังหมด 1,855.8 ลานบาท สูงเปนอันดับ 4 ของเปอรเซ็นตปริมาณปลานํ้าจืด
ท้ังหมดท่ีจับไดจากการเพาะเลี้ยงในประเทศไทย [1] (รูปท่ี 1) ปลาชนิดน้ีไดรับความนิยมเน่ืองจากเปนปลา
นํ้าจืดท่ีเลี้ยงงาย สามารถเจริญเติบโตไดดใีนแหลงนํ้าธรรมชาติ กินอาหารไดเกือบทุกชนิด จัดเปนปลากินพชื 
จึงสามารถใชเปนปลากําจัดวัชพืชในแหลงนํ้าได [2] และมีรสหวานมันเมื่อเปรียบเทียบกับปลานํ้าจืดอ่ืนๆ 
[3] แตอยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงปลาชนิดน้ีประสบปญหาในชวงปลายฤดูผสมพันธุ เน่ืองจากพอพันธุเร่ิม





สารไครโอโพรเทกแทนต (Cryoprotectant) อัตราการลดอุณหภูมิ (Cooling rate) และระยะเวลาการเก็บ
รักษาตอคุณภาพหลังการละลายของนํ้าเช้ือแชแข็ง [5]     
อยางไรก็ตามแมวาจะมีการเก็บรักษานํ้าเช้ือท่ีมีความสามารถในการรักษาคุณภาพของนํ้าเช้ือใหเหมาะ
สําหรับการผสมเทียม แตก็ยังพบปญหาดานความปลอดภัยทางชีวภาพในการแชแข็งนํ้าเช้ือ ซ่ึงเกิดจากการปนเปอน
ของแบคทีเรียหลากหลายชนิด [6] เชน Staphylococcus intermedius, Staphylococcus saccharolyticus, 
Staphylococcus caseolyticus, Escherichia coli, Shigella boydii, Micrococcus agilis, Bacillus 
firmus, Bacillus coagulans, Bacillus azotoformans, Bacillus brevis, Brevibacillus laterosporus, 
Yersinia ruckeri, Listeria monocytogenes, Aeromonas sobria, Plesiomonas shigelloides และ 
Flavobacterium breve เปนตน [7-8] แบคทีเรียสามารถปนเปอนเขาสูนํ้าเช้ือไดในระหวางขั้นตอนตางๆ ของการ
เก็บรักษานํ้าเช้ือแชแข็ง ไมวาจะเปน การรีดนํ้าเช้ือ กระบวนการแชแข็งและการเก็บรักษานํ้าเช้ือ เน่ืองจากการขาด
ความระมัดระวังทางดานความสะอาดและสาธารณสุข [6] หรือการปนเปอนในระหวางท่ีเก็บรักษาตัวอยางนํ้าเช้ือใน
ถังไนโตรเจนเหลว เชน การเกิดความเสียหายตอหลอดฟางบรรจุนํ้าเช้ือ การปดปากหลอดฟางท่ีบรรจุนํ้าเช้ือไมสนิท 
การปนเปอนแบคทีเรียของไนโตรเจนเหลว [9]  นอกจากน้ีในขั้นตอนการรีดนํ้าเช้ือมักมีความเสี่ยงตอการปนเปอน
ปสสาวะ อุจจาระ และเลือด ซ่ึงสงผลกระทบโดยตรงตอคุณภาพนํ้าเช้ือ [6] 
บทความปริทัศนฉบับน้ีขอยกตัวอยางการแชแข็งนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวเปนแบบจําลองการปนเปอน
และวิธีการปองกันการปนเปอนแบคทีเรียในนํ้าเช้ือปลาในประเทศไทย  โดยบทความน้ีจะกลาวถึง 1) แหลงท่ีมา
และการปนเปอนของแบคทีเรียในกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว 2) ผลกระทบจากแบคทีเรียตอ
คุณภาพนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวแชแข็ง และหัวขอสุดทายท่ีขอกลาวถึง คือ การลดและการปองกันการปนเปอน
แบคทีเรียในนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว 
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รูปท่ี 1  เปอรเซ็นตของปริมาณสัตว นํ้าจืดท่ีจับไดจากการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าท้ังหมด 381,580 ตัน ในป          
พ.ศ. 2559  
 
1.  แหลงท่ีมาของการปนเปอนแบคทีเรียในกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว  
  โดยท่ัวไปขั้นตอนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลาประกอบดวยขั้นตอนท่ีสําคัญคือ การเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือ การ
เจือจางนํ้าเช้ือดวยสารละลายนํ้าเช้ือ (Extender buffer) และสารไครโอโพรเทคแทนต (Cryoprotectant agents) 
การลดอุณหภูมิ และการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ในแตละขั้นตอนมักมีความเสี่ยงในการปนเปอนแบคทีเรีย 
โดยเฉพาะอยางยิ่งขั้นตอนการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือมีโอกาสเสี่ยงตอการปนเปอนของแบคทีเรียสูงมาก ดังรายงานของ 
Boonthai และคณะ [6] ท่ีพบแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด แบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียกลุม 
Pseudomonads และแบคทีเรียท่ีชอบอุณหภูมิตํ่า (Psychrophilic bacteria) ในแหลงท่ีเกี่ยวของกับการเพาะเลี้ยง
ปลาตะเพียนขาว ยกตัวอยางเชน นํ้าท่ีใชเพาะเลี้ยงปลาครีบกน (Anal fins) และอุจจาระและปสสาวะของปลา 
(ตารางท่ี 1) นํ้าท่ีใชเพาะเลี้ยงปลาจัดเปนแหลงท่ีมีความหลากหลายของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดสูง
ท่ีสุดจํานวน 14 ชนิด ซ่ึง Sphingomonas paucimobilis เปนแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด คิดเปน 28.39% ของ
แบคทีเรียท่ีพบท้ังหมด จากการตรวจสอบแหลงท่ีมาของการปนเปอนแบคทีเรียในกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลา
ตะเพียนขาวแสดงใหเห็นวา ครีบกนของปลาตะเพียนขาวซ่ึงเปนบริเวณท่ีมักสัมผัสกับนํ้าเช้ือระหวางการรีดนํ้าเช้ือมี
การปนเปอนแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุม Aeromonads เชน Aeromonas hydrophila subsp. 
hydrophila, Aeromonas punctata subsp. caviae, Aeromonas ichthiosmia และ Aeromonas media  
ตามปรกติแลวบริเวณครีบกนและผิวหนังของปลาชนิดตางๆ มักเปนแหลงท่ีพบการปนเปอนดวยแบคทีเรียใน
ปริมาณสูงและหลากหลายชนิด ไมวาจะเปน Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas bestiarum, 
A. caviae, Aeromonas jandaei, A. sobria, A. hydrophila, Aeromonas schubertii, Alcaligenes 
piechaudii, Enterobacter aerogenes, Flexibacter sp., Flavobacterium sp., Micrococcus luteus, 
Moraxella sp., Vibrio fluvialis และแบคทีเรียกลุม Psychrobacters เปนตน [10-11] อุจจาระและปสสาวะ
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punctata subsp. caviae, Rahnella aquatilis, A. ichthiosmia, A. media, Aeromonas punctata subsp. 
punctata, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. schubertii, Aeromonas aquariorum, Aeromonas 
veronii และ Serratia plymuthica เปนตน [6]  นอกจากน้ันยังพบแบคทีเรียกลุม Pseudomonads เชน 
Pseudomonas otitis, Pseudomonas azotoformans, P. fluorescens และ Comamonas testosteroni 
ปริมาณใกลเคียงกันในตัวอยางนํ้าเช้ือปลาท่ีปนเปอนอุจจาระและปสสาวะ นํ้าท่ีใชเลี้ยงปลา และบริเวณครีบกนของ
ปลาตะเพียนขาว [6]  
การตรวจสอบการปนเปอนแบคทีเรียจากนํ้าท่ีใชเลี้ยงปลา ครีบกน และนํ้าเช้ือท่ีปนเปอนอุจจาระและ
ปสสาวะของปลาตะเพียนขาว พบวามีการปนเปอนแบคทีเรียกอโรค 2 ชนิด คือ A. hydrophila subsp. 
hydrophila และ P. fluorescens [6] ซ่ึงกอโรคในปลานํ้าจืดสําคัญหลายชนิด โดย A. hydrophila เปนสาเหตุ
ของโรค motile Aeromonas septicemia ในปลาท่ีเพาะเลี้ยงในฟารมและตามธรรมชาติโดยเฉพาะอยางยิ่งในเขต
อบอุน [12] และ P. fluorescens เปนแบคทีเรียกอโรค hemorrhagic septicemia ในปลานํ้าจืด เชน ปลาไน 
ปลาไพค ปลาในวงศปลาตะเพียน (Cyprinids) ปลาในกลุมปลากะพง (Percids) และปลาในกลุม coregonids 
[13] การปนเปอนแบคทีเรียกอโรคท้ัง 2 ชนิดในนํ้าเช้ือปลาทําใหเกิดความกังวลในการจัดการโรงเพาะฟกและการ
แชแข็งนํ้าเช้ือปลา เน่ืองจากแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดน้ีสามารถรอดชีวิตในระหวางการแชแข็งนํ้าเช้ือเปนระยะเวลาอยาง
นอย 1 ป [14] และยังสามารถถายทอดไปยังปลารุนถัดไป (Vertical transmission) ได [11] 
 
ตารางท่ี 1  การปนเปอนแบคทีเรียจากแหลงท่ีมาจากปลาและอุปกรณในระหวางกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลา













นํ้าที่ใชเพาะเล้ียง (CFU/mL) 3.06±2.08×104 2.70±0.82×103 2.37±0.61×103 6.20±3.16×101 
ครีบกน (CFU/cm2) 3.55±1.28×103 2.27±1.58×103 1.15±0.78×103 1.70±1.04×101 
นํ้าเชื้อที่ปนเปอนอุจจาระและปสสาวะ 
(CFU/mL) 
5.03±1.84×104 4.57± 2.30×104 5.57±2.59×103 ไมพบ 
ไนโตรเจนเหลวในถังเก็บรักษา (CFU/mL) 3.10±0.95×102 ไมพบ ไมพบ 2.84±1.69×102 
ผิวภายนอกของหลอดฟาง (CFU/straw) 5.13±0.55×102 ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
ถุงมือยาง (CFU/cm2) 3.14±1.62×102 ไมพบ ไมพบ ไมพบ 









จากอุปกรณท่ีใชสําหรับปฏิบัติงานหรือบริเวณท่ีปฏิบัติงาน เชน ไนโตรเจนเหลวท่ีอยูในถังไนโตรเจน ผิวภายนอก
ของหลอดฟางท่ีใชบรรจุนํ้าเช้ือแชแข็ง ถุงมือยาง และอากาศภายในหองปฏิบัติงาน (ตารางท่ี 1) โดยแบคทีเรียท่ีพบ







ปฏิสนธิลดลง ยกตัวอยางเชน เมื่อเ ติมแบคทีเรียกอโรค A. hydrophila subsp. hydrophila หรือ P. 
fluorescens ลงในนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวสงผลใหการเคลื่อนท่ีและการมีชีวิตของสเปรมลดลงเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไมมีการเติมแบคทีเรีย [14] นอกจากน้ัน Boonthai et al. [15] ไดศึกษาการปฏิสนธิของสเปรมปลา
ตะเพียนขาวท่ีเติมแบคทีเรีย A. hydrophila subsp. hydrophila หรือ P. fluorescens พบวา การปฏิสนธิมีคา
ลดลงอยางมีนัยสําคัญ ท้ังน้ีอาจเปนเพราะแบคทีเรียท้ังสองชนิดน้ีกอใหเกิดการจับกลุมของสเปรม (Sperm 
agglutination) (รูปท่ี 2) [16] สงผลตอการเคลื่อนท่ีของสเปรมในการเขาปฏิสนธิกับไขผานชองไมโครไพล 
(Micropyle) และเกิดความเสียหายตอองคประกอบตางๆ ของเซลลสเปรม [17]  รวมท้ังการหลั่งสารท่ีมีความ
เปนพิษตอเซลลสเปรมของแบคทีเรีย เชน α-haemolysin ซ่ึงทําใหสเปรมสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนท่ี
และเกิดความเสียหายตอเยื่อหุมเซลลของสเปรม [18]  นอกจากน้ีแบคทีเรียยังสามารถเหน่ียวนําใหเซลลสเปรม





รูปท่ี 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลาตะเพียนขาว (A) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลา
ตะเพียนขาวปกติ และ (B) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลาตะเพียนขาวท่ีเกิดการจับกลุม
เน่ืองจากการเติม P. fluorescens BG20 [16] 





ปฏิสนธิท่ีลดลงแลว ยังพบวาแบคทีเรียท้ังสองชนิดน้ีสามารถถายทอดไปยังปลารุนถัดไป (Vertical transmission)  
โดยตัวออนระยะแกสทรูลา (Gastrula) ท่ีไดจากการผสมเทียมระหวางนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวแชแข็งท่ีปนเปอนดวย 
A. hydrophila subsp. hydrophila หรือ P. fluorescens กับไขปลาตะเพียนขาวท่ีปราศจากแบคทีเรียท้ังสอง
ชนิดน้ีพบการปนเปอนของแบคทีเรีย A. hydrophila subsp. hydrophila และ P. fluorescens [15] ดังตารางท่ี 
2  
 
ตารางท่ี 2  การตรวจพบ A. hydrophila subsp. hydrophila และ P. fluorescens ในตัวออนของปลา
ตะเพียนขาวระยะแกสทรูลาท่ีไดจากการผสมเทียมระหวางนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวแชแข็งท่ีปนเปอน
ดวย A. hydrophila subsp. hydrophila หรือ P. fluorescens กับไขปลาตะเพียนขาว (ดัดแปลง




A. hydrophila subsp. hydrophila P. fluorescens 
นํ้าเช้ือสด ไมพบ ไมพบ 
นํ้าเช้ือเจือจางท่ีเติม A. hydrophila BG19 7/30 (23.3) ไมพบ 
นํ้าเช้ือเจือจางท่ีเติม P. fluorescens BG20 ไมพบ 21/30 (70.0) 
หมายเหตุ  จํานวนตัวอยางท้ังหมดเทากับ 30 ตัวอยาง 
 
 
3. การลดการปนเปอนแบคทีเรียในกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว    
การลดการปนเปอนแบคทีเรียในนํ้าเช้ือปลาจะชวยใหนํ้าเช้ือมีคุณภาพดี ยืดอายุการเก็บรักษา เพ่ิม
อัตราการปฏิสนธิกับไขและปองกันการเกิดโรคในฟารมเพาะเลี้ยง อันจะสงผลตอเน่ืองไปถึงการลดคาใชจายในการ
เพาะเลี้ยงและการจัดการฟารม การลดการปนเปอนแบคทีเรียในนํ้าเช้ือสามารถจําแนกไดเปน 2 วิธีการหลักๆ ไดแก 
1) การควบคุมหรือการลดการปนเปอนดวยการปฏิบัติงานท่ีถูกสุขลักษณะในระหวางขั้นตอนการเก็บนํ้าเช้ือและ
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ตัวผูปฏิบัติงานได การทําความสะอาดหองปฏิบัติการ การเตรียมตัวอยางนํ้าเช้ือและนํ้ายาท่ีใชในกระบวนการเก็บ
รักษานํ้าเช้ือ จนไปถึงขอปฏิบัติหลังเสร็จสิ้นกระบวนการเก็บรักษานํ้าเช้ือ ดังรายละเอียดในตารางท่ี 3 นอกจาก
แนวทางการปฏิบัติขางตนแลวขั้นตอนการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือก็มีความสําคัญเชนเดียวกัน ในปจจุบันการเก็บรวบรวม
นํ้าเช้ือปลาสวนใหญนิยมใชวิธีการรีดนํ้าเช้ือดวยมือ (Hand stripping) ดวยการกดและบีบบริเวณทองปลาเบาๆ  
[2] นํ้าเช้ือปลาท่ีเก็บไดควรมีสีขาวขุนและปราศจากการปนเปอนจากเลือด ปสสาวะหรืออุจจาระ เพราะการ
ปนเปอนจะสงผลตอคุณภาพของนํ้าเช้ือในระหวางการแชแข็งและเสี่ยงตอการปนเปอนดวยแบคทีเรียดังท่ีกลาวมา
กอนหนาน้ี และอีกเทคนิคหน่ึงท่ีใชในการรวบรวมนํ้าเช้ือ ซ่ึงสามารถลดการปนเปอนเลือด อุจจาระและปสสาวะได 
คือ การใชสายสวน (Catheterization)  เทคนิคน้ีเปนการใชทอหรือสายยางขนาดเล็กสอดใสเขาไปบริเวณชองเพศ
ของปลา [20] โดยงานวิจัยของ Dreanno และคณะ [21] พบวาการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือของปลา turbot (Psetta 
maxima) ดวยการสอดสายสวนสามารถลดการปนเปอนปสสาวะได 9 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับการรีด
นํ้าเช้ือดวยมือท่ีมีเปอรเซ็นตการปนเปอนถึง 15 เปอรเซ็นต และในงานวิจัยของ Boonthai และคณะ [19] ท่ี
มุงเนนในการศึกษาวิธีการเก็บตัวอยางนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวดวยวิธีการเก็บท่ีแตกตางกัน 4 วิธี คือ T1) การรีด
นํ้าเช้ือดวยมือโดยไมลางบริเวณชองเพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ T2) การรีดนํ้าเช้ือดวยมือหลังจากลางบริเวณชอง
เพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ T3) การใชสายสวนในการเก็บนํ้าเช้ือโดยไมลางบริเวณชองเพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ และ 
T4) การใชสายสวนในการเก็บนํ้าเช้ือหลังจากลางบริเวณชองเพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ โดยพบวาการลางทําความ
สะอาดและเช็ดบริเวณชองเพศของปลาตะเพียนขาวใหแหงรวมกับการใชสายสวนในการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือ (T4) 
สามารถลดปริมาณการปนเปอนแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด แบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียกลุม 
Pseudomonads ในนํ้าเช้ือไดถึง 2 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการรีดนํ้าเช้ือดวยมือและไมลางชองเพศ
ดวยนํ้าปราศจากเช้ือ (T1) (ตารางท่ี 4) และยังพบวาไมพบการปนเปอนของแบคทีเรียบางชนิดท่ีพบไดในนํ้าเช้ือท่ี
รีดดวยมือและไมลางชองเพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ (T1) ไดแก Staphylococcus haemolyticus, Kocuria 




เก็บรวบรวมนํ้าเช้ือดวยวิธีการน้ียังพบการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคบางชนิด เชน A. hydrophila subsp. 
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ตารางท่ี  3   แนวทางการปฏิบัติเพ่ือลดการปนเปอนแบคทีเรียในระหวางกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือปลา (ดัดแปลง








1 ตองสวมถุงมือยาง และถอดออกเมื่อเตรียมนํ้าเช้ือเสร็จสิ้น 
2 ใชนํ้ายาฆาเช้ือท่ีมือ เชน เอทานอล 70% เพ่ือลดความเสี่ยงจากการติดเช้ือจากตัว
ปลาสูนํ้าเช้ือปลา 
3 ทําความสะอาดอวัยวะสืบพันธุและบริเวณรอบๆ ชองเพศดวยกระดาษท่ีเช็ดแลวท้ิง 
กระบวนการเก็บนํ้าเช้ือและสุขอนามัยในหองปฏิบัติการ 
1 ใชอุปกรณท่ีใชแลวท้ิงถาหากมีความพรอมดานงบประมาณ 
2 ตองใสหนากากอนามัยและเสื้อกาวนเพ่ือลดการปนเปอนใหนอยท่ีสุด  
3 อุปกรณท่ีนํากลับมาใชใหมจะตองฆาเช้ือดวยความรอน เชน อุปกรณ แกว (บีก
เกอร) และนํ้าท่ีนํามาละลายนํ้าเช้ือแชแข็งตองฆาเช้ือดวยหมอน่ึงฆาเช้ือ  
4 ทําความสะอาดอุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน อุปกรณพลาสติก (ขวดเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อ) ทอพลาสติก ภาชนะท่ีไมสามารถฆาเช้ือดวยความรอนได ดวยเอทานอล 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณแบคทีเรียกลุมตางๆ ท่ีพบในนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวท่ีรวบรวมจากวิธีการรีดนํ้าเช้ือท่ี แตกตาง











การรีดนํ้าเช้ือดวยมือโดยไมลางบริเวณชองเพศ (T1) 5.60±1.73×105a 5.35±0.99×105a 3.31±1.22×104a 
การรีดนํ้าเช้ือดวยมือโดยลางบริเวณชองเพศ (T2) 6.63±2.76×104b 4.57±2.48×104b 7.60±1.95×103b 
การรีดนํ้าเช้ือโดยการใชสายสวนและไมลางบรเิวณชองเพศ (T3) 3.01±0.32×104b 2.17±0.76×104b 3.24±1.30×103b 
การรีดนํ้าเช้ือโดยการใชสายสวนรวมกับลางบริเวณชองเพศ (T4) 7.87±2.00×103c 5.63±2.74×103c 6.30±2.88×102c 





รูปท่ี 3   สัดสวนของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปชนิดตางๆ ท่ีพบในนํ้าเช้ือท่ีเก็บรวบรวมดวยการรีดดวยมือ 
หรือสายสวนรวมกับการลางชองเพศหรือไมลางชองเพศดวยนํ้าปราศจากเช้ือ [19] 
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3.2  การควบคุมหรือการลดการปนเปอนดวยการใชยาปฏิชีวนะในนํ้าเช้ือ  
การใชยาปฏิชีวนะเปนวิธีการหน่ึงท่ีใชกันท่ัวไปเพ่ือปองกันการปนเปอนหรือยับยั้งการติดเช้ือของ
แบคทีเรียยาปฏิชีวนะหลายกลุมโดยเฉพาะอยางยิ่งกลุม Aminoglycosides, Penicillins และอนุพันธของยากลุม
ดังกลาวนิยมนํามาใชเพ่ือควบคุมการเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียในนํ้าเช้ือปลา ยกตัวอยางเชน Viveiros และคณะ 
[22] ใชยาปฏิชีวนะ Gentamicin ความเขมขน 0.1 mg/mL เติมลงในนํ้าเช้ือปลา Piracanjuba (Brycon 
orbignyanus) แชเย็น โดยมีผลทําใหการเคลื่อนท่ีของสเปรมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และสามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได นอกจากน้ียังมีการศึกษาการใชยาปฏิชีวนะในปลาชนิดอ่ืนๆ อีก เชน ปลาไน 
(Cyprinus carpio) ปลาแซลมอนแอตแลนติก (Salmo salar) ปลาเทราตสีนํ้าตาล (Salmo trutta) และปลาดุก
อเมริกัน (Ictalurus punctatus) [23-25] รวมถึงไดมีการนํามาใชในนํ้าเช้ือของปลาตะเพียนขาว โดย Boonthai 
และคณะ [14] ไดทําการศึกษาการใชยาปฏิชีวนะรวมกันระหวาง Penicillin–Streptomycin (PS) ความเขมขน 
0.25% และ Penicillin–Gentamicin (PG) ความเขมขน 0.25% พบวายาปฏิชีวนะรวม PG ความเขมขน 
0.25% น้ันสามารถลดการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด แบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรีย
กลุม Pseudomonads ไดดีกวายาปฏิชีวนะรวม PS (ตารางท่ี 5) นอกจากน้ีการใชยาปฏิชีวนะยังสามารถลดจํานวน
ชนิดของแบคทีเรียได เมื่อเติมยาปฏิชีวนะ PS ความเขมขน 0.25% สามารถกําจัดแบคทีเรียได 6 ชนิด คือ 
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum, B. safensis, A. punctata subsp. caviae, S. plymuthica, 
Pseudomonas sp. และ P. azotoformans ในขณะท่ียาปฏิชีวนะ PG ความเขมขน 0.25% น้ันสามารถกําจัด
แบคทีเรียไดหลายชนิดมากกวา PS ไดแก B. subtilis subsp. inaquosorum, B. safensis, A. punctata subsp. 
caviae, C. testosteroni, Br. laterosporus, Sp. paucimobilis, A. hydrophila subsp. hydrophila, S. 
plymuthica, Pseudomonas sp., P. azotoformans  และ P. fluorescens  [14] 
แมวาการเลือกใชยาปฎิชีวนะสามารถลดการปนเปอนของแบคทีเรียได แตอยางไรก็ตามตอง
คํานึงถึงคุณภาพของนํ้าเช้ือดานอ่ืนดวยเชนกัน เชน อัตราการปฏิสนธิกับไขของนํ้าเช้ือ เปนตน โดยยาปฏิชีวนะ
จะตองไมเปนพิษตอสเปรม ดังรายงานวิจัยของ Boonthai และคณะ [14] แสดงใหเห็นวา แมวาการใชยาปฏิชีวนะ
รวม PG ความเขมขน 0.25% สามารถลดปริมาณแบคทีเรียและกําจัดแบคทีเรียบางชนิดไดดีกวาการใชยาปฏิชีวนะ
รวม PS ความเขมขน 0.25% แตเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมในนํ้าเช้ือแชแข็งท่ีเติมยาปฏิชีวนะรวม PG ความ
เขมขน 0.25%  มีคาตํ่ากวานํ้าเช้ือแชแข็งท่ีเติมยาปฏิชีวนะรวม PS ความเขมขน 0.25% อยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 
4) จากการสังเกตลักษณะโครงสรางของสเปรมปลาตะเพียนขาวภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscope; SEM) ทําใหพบความแตกตางระหวางสเปรมท่ีเติมยาปฏิชีวนะรวม PS ความ
เขมขน 0.25% และยาปฏิชีวนะรวม PG ความเขมขน 0.25% (รูปท่ี 5) ท่ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสวนของ
เยื่อหุมเซลล (Plasma membrane) ของสเปรมท่ีเติมยาปฏิชีวนะ PG ไดรับความเสียหายอยางรุนแรง รวมถึง
สูญเสียไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) รอบๆ สวนกลางตัวเซลลสเปรม (Midpiece) [26] แตในทางตรงกันขาม
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ตารางท่ี 5  ปริมาณแบคทีเรียกลุม เฮทเทอโรโทรปท้ังหมด แบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียกลุม 
Pseudomonads ท่ีตรวจพบในนํ้าเช้ือท่ีเติมยาปฏิชีวนะรวมกัน Penicillin–Streptomycin (PS) 
ความเขมขน 0.25% และ Penicillin–Gentamicin (PG) ความเขมขน 0.25% (ดัดแปลงจาก 
Boonthai และคณะ [14])  
 
กลุมแบคทีเรีย ชุดการทดลอง ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/mL) 
แบคทีเ รียกลุม เฮทเทอโ รโทรป
ท้ังหมด  
ชุดควบคุมท่ีไมไดเติมยาปฏิชีวนะ 5.4±1.6×103 a 
เติม 0.25% PS 8.3±4.9×102 b 
เติม 0.25% PG ไมพบ c 
แบคทีเรียแกรมลบ  
ชุดควบคุมท่ีไมไดเติมยาปฏิชีวนะ 3.8±1.9×103 a 
เติม 0.25% PS 2.7±0.6×101 b 
เติม 0.25% PG 3.0±1.0×101 b 
แบคทีเรียกลุม Pseudomonads  
ชุดควบคุมท่ีไมไดเติมยาปฏิชีวนะ 2.5±0.9×102 a 
เติม 0.25% PS 2.3±0.5×101 b 
เติม 0.25% PG ไมพบ b 
 
หมายเหตุ:  ขอมูลแสดงในรูปของคาเฉลี่ย  ±  คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และตัวอักษรท่ียกขึ้นในคอลัมนเดียวกัน
และแบคทีเรียกลุมเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05); PS 
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รูปท่ี 4   เปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมในนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวแชแข็งท่ีเติมยาปฏิชีวนะและไมไดเติม    
ยาปฏิชีวะนะ ภายในระยะการเก็บรักษา 360 วัน ขอมูลแสดงในรูปของคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน; 
ตัวอักษรท่ียกขึ้นในชุดการทดลองเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา และ ตัวเลขท่ียกขึ้น ณ ชวงเวลาเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ของแตละชุดการทดลอง [14] 
 
รูปท่ี 5   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลาตะเพียนขาว (A) ลักษณะของเซลลสเปรมปลาตะเพียนขาว
ปรกติของนํ้าเช้ือสด; (B) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลาตะเพียนขาวปรกติในชุดท่ีเติมยา
ปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin (PS) และ (C) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสเปรมปลาตะเพียน
ขาวในชุดท่ีเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Gentamicin (PG) ท่ีพบการหลุดลอกของเยื่อหุมเซลลออกจาก
หัวสเปรม [26] 
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สรุป 
 การปนเปอนแบคทีเรียเปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหคุณภาพนํ้าเช้ือปลาแชแข็งลดลง  ไมวาจะเปนการลดลง
ของการเคลื่อนท่ีของสเปรม เปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรม เปอรเซ็นตการปฏิสนธิและระยะเวลาในการเก็บรักษา
นํ้าเช้ือ นอกจากน้ียังพบวาแบคทีเรียบางชนิดเชน A. hydrophila subsp. hydrophila และ P. fluorescens 
สามารถรอดชีวิตในระหวางการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวและมีความสามารถในการถายทอดไปยังปลา
ตะเพียนขาววัยออนท่ีเกิดจากการผสมเทียม การปนเปอนแบคทีเรียเกิดขึ้นไดในทุกขั้นตอนของกระบวนการแชแข็ง
นํ้าเช้ือปลา เริ่มต้ังแตการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือ การเจือจางนํ้าเช้ือดวยสารละลายนํ้าเช้ือและสารไครโอโพรเทคแทนต 
การลดอุณหภูมิ และการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว โดยแหลงท่ีมาท่ีสําคัญของการปนเปอนแบคทีเรียในนํ้าเช้ือ 
คือ นํ้าท่ีใชเลี้ยงปลา ครีบกนปลาซ่ึงเปนบริเวณท่ีมักสัมผัสกับนํ้าเช้ือระหวางการรีดนํ้าเช้ือ และอุจจาระและ
ปสสาวะท่ีมักปนเปอนในนํ้าเช้ือ นอกจากน้ีอุปกรณท่ีใชสําหรับการแชแข็งนํ้าเช้ือหรือบริเวณท่ีปฏิบัติงานยังเปน
แหลงของการปนเปอนแบคทีเรียไดเชนเดียวกัน ไมวาจะเปนไนโตรเจนเหลวท่ีใชเก็บรักษาหลอดนํ้าเช้ือ หลอดฟาง







ปนเปอนแบคทีเรียจากแหลงปนเปอนสําคัญ ไดแก นํ้าท่ีใชเลี้ยงปลา ครีบกนปลา และอุจจาระและปสสาวะ ขอ
ปฏิบัติหน่ึงท่ีแนะนําสําหรับการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือ คือ การลางชองเพศปลาดวยนํ้าปราศจากเช้ือและเช็ดใหแหง
กอนการเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือโดยการใชสายสวน รวมท้ังผูปฏิบัติงานตองไมนํานํ้าเช้ือท่ีปนเปอนอุจจาระและปสสาวะ
มาใชแชแข็ง นอกจากน้ียังมีอีกเทคนิคหน่ึงท่ีสามารถนํามาประยุกตใชในการแชแข็งนํ้าเช้ือ คือ การเติมยาปฏิชีวนะ
ผสมระหวาง Penicillin และ Streptomycin ความเขมขน 0.25% ลงในนํ้าเช้ือปลาเจือจาง การเติมยาปฏิชีวนะ
ดังกลาวสามารถรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวแชแข็งและลดการปนเปอนของแบคทีเรียไดอยางมี
ประสิทธิภาพ แตอยางไรก็ตามขอควรระวังของการใชยาปฏิชีวนะผสมชนิดน้ี คือ ยาปฏิชีวนะผสม PS ไมมี
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